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Lab. Zuive l 
VERSLAG 81. 52 Pr.nr. 505.6000 
Project: Ontwikkeling e n ve rbe t e ring van onde rzoekme thoden voor me lk-
e n zuivelprodukte n. 
Onde rwerp: Fosfatase in me lk e n boter/kaas . 
Doel: 
Doorlicht en van de bepalingsme theden voor me lk NEN 31LI2 
bote r NEN 3732 
kaas NEN 377L,, 
Samenva tting : 
De normen fo s fata s e in bote r NEN 3732 en kaas NEN 377L, zijn vrij\·7e l 
gelijk. Tussen deze norme n e n de norm voor melk NEN 3142 bes t aan enige 
verschi l len i n de r eagent ia. Bekeke n \·le rd of ni et voor alle me thoden 
deze lfd e r eagentia gebrui kt kunnen worden. 
Sanders (1949) beschrij f t Ha t de optima l e r eaktie pll' s zijn ( zi e bij -
gaand schema). De volgens de me thod en ve rkr egen pH' s He rden gecontro-
l ee rd en zonodig bijges t e ld. 
Conclus i e : 
Voor de bepa ling va n f osfa t ase in melk ka n va n de ze lfd e ch emicali~n 
gebr uik wo rd en gemaakt a l s voor bote r e n kaas . Om de blanke zo l aag 
moge lijk t e houden moe t de kleurreaktie bij voorkeur in gedempt licht 
of in he t donker plaa t svinden. Zijn de blanko' s toch nog hoger da n 
ong . 0,100 Ex t, da n moe t e r me t butanol ui t geschud Horden. De Na BO z 
buffer mo e t op pH 9, 8 i nges t e ld \•lorden. 
Ve rantwoorde lijk: i r H. Oort Hi jn 
Ne de\>lerker/Samens t eller: D.P . Venema rJY 
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1. Inleiding 
De fosfataseaktiviteit in melk 1~ijkt op enkele punten af van de 
bepa ling in boter en kaas. Omdat vaak een serie bepalingen zowel 
melk- als boter- resp. kaasmonsters bevat, werd bekeken of niet 
volgens fiin voorschrift eewerkt kan worden. 
Vaak zljn de blanko's duidelijk blam1bruin. Bij een Ext >0,100 
moet er met butanol uitgeschud 1~orden, dit verst meer tijd. San-
ders (1949) schrijft dat bij optimale pH Haardes (zie reaktie-
schema) het niet nod ig is om uit t e schudden . Bovendien is de pil 
belangrijk bij de enzymreaktie . Alle pi-1"""1·7aard es tijdens de 
bepaling Herden gecontroleerd . Bij afHijkingen werd gekeken naar 
het effect van een betere pH-instelling. 
Reaktieschema 
Fosfatase bepaling 
Ge orge P. Sanders: The phosphate test for pasteurisation of dairy 
products. 




pil optimum 10,0-10,05 
pi-l optimum 9,3-9,4 
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buffer pil 10,6 
bariumboraat 
) l r.__ -
pll 9,85- 10,2 
1 uur 37°C 
l 








I buffer pH 9,8 (-
natriummetaboraat 
"'/ 
pil 9,1- 9,5 
2, 6- dibroombenzochinon 
(---:, (1, 4 )- chloorimicl e (BQC) 
~,; O:C6H2Br2:NCl 
30 min. 
kamer temp . 
- 2 -
- 2 -
Verschillen tussen de oplossingen van de boter/kaasnorm en de melknorm 
Oplossing conc. vlg. boter/kaas- conc. v lgs . nelknOtTil conc. voor ideale rxl 
norm 
bariumboraatbuffer 
Ba(OH)z. 8Hz0 18 r;r.:/J 12,5 gr/1 9 gr/1 
113003 8 gr/1 5,5 gr/1 4 gr/1 
afgekort Ba003 18/8 afgekort Ba003 12,5/5,5 afgekor t Ba003 9/4 
Zn/ili precipitants 
ZnS04. 7Hz0 6,0 gr/100 ml 3, 0 gr/100 m1 
euso4.SH2o o, 1 gr/100 m1 0,6 gr/100 ml 
afgekort 6, 0/0,1 pree. afgekort 3,0/0,6 pree. 
2. Resulta t en 
2. 1 Zn/Cu precipitans: 
De \~aarcl es zijn het gemiddelde van duplobepalingen 
Ext 650 nm Blanke ll8 fosfatase 
Boter 6,0/0,1 pree. 0,928 0,056 62,2 
0,927 0,079 60,3 
Boter 3,0/0,6 pree. 0,930 0,056 62,5~'c 
0,904 0,066 59 ,8 
Nelk 6,0/0 ,1 pree . 0,749 0,059 4884 
0,684 0,064 44ll4 
Nelk 3,0/0,6 pree. 0, 7Lil 0,062 l1862 
0,724 0,075 4642 
* geeft vaak een zo fijn precipitaa t dat he t door he t fi lte r gaat, 
zodat een tweede maal gefi ltreerd mo et \olorden (het fi lter is dan 
dichtgesl:t bd ). 
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2.2 De pH- waardes tijdens de bepaling 
De natriummetaboraatbuffer bleek, volgens voorschrif t gemaakt , een 
veel te hoge pil t e hebben (pH 11,0 i.p.v . pH 9,8). Het 2n HCl 1o1erd 
de buffer op pil 9,8 gebracht. In de tabel zijn de beide buffe r s 





















* geef t vaak een zo fi jn precipitaat dat het door het filter gaat, 
zodat een t weede maal gefiltreerd moet worden (het filter is dan 
dichtgeslibd). 
I 
BaB03 18/ 8 NaBOz 11,0 
0,5 gram boter 
BaB03 18/8 NaB02 9,8 
0,5 gram boter 
II 
BaB03 18/8 NaB02 11,0 
0,5 gram boter 
BaB03 9/4 NaB02 9,8 



























0, 092 25, 1 
(troebel) 
0,098 







































water Bl Ext ~g gem. butanol Bl Ext ~g gem. 
III 
BaB03 18/8 NaB02 9,8 
1,0 gram boter 
BaB03 9/4 NaB02 9,8 
1,0 gram boter 
IV 
BaB03 18/8 NaB02 11,0 
1,0 gram boter 
BaB03 9/4 NaB02 11,0 
Ext fos- Ext fos-










































































1,0 gram boter 
BaB03 9/4 NaB02 9,8 
1,0 gram boter 
0,392 
0,365 




De onder punt II, III en IV uitgevoerde bepalingen betreffen steeds 
hetzelfde monster boter. 
3. Discussie 
De bepaling werd op de volgende punten nader bekeken. 
3.1 Zn/Cu precipitans: 
20,5 19,7 
18,9 
Alle combinaties geven dezelfde resultaten . Het melkprecipitans, 
gebruikt bij boter, geeft een moeilijk filtreerbaar neerslag, zodat 
het beste he t boterprecipitans ( Zn/Cu: 6,0/0,1) voor boter en melk 
gebruikt kan worden. 
81. 52 .4 - 5 -
- 5 -
3 .2 De pH- wa ardes tijdens de bepaling: 
De Bal303 18/8 blijkt tijdens de enzymreaktie een t e hoge pil te 
geven. Een pr obleem is verder dat de bufferende werking van de 
IJaB03 oplossing niet zo groot is. Samen met he t monster hoort de 
buffer van pH 10 , 6 een pH 10,0 waa rde te geve n . Is het monste r te 
zuur (bijv . karnemelk) dan moet er eerst geneutraliseerd worden . 
I s het monster niet zuur genoeg dan blijft de pH-~·marde te hoog. 
Geprobeerd is doo r verdunnen van de BaB03 buffer een betere reak-
tie pH- te krij gen . Een nadeel i s dan, dat het Zn/Cu precipitans 
soms een zo fijn neersl ag geeft, dat het niet of moeilijk uit te 
filtreren is. Makke lijker i s om de concentratie maar op 18/8 t e 
houde n, de pH 10 , 1- 10,2 va lt immers nog binnen de door Sanders 
gegeve n ~va ardes. De gevond en aktiviteit verschilt ook nie t veel. 
Anders is het met de natriummetaboraa tbuf fer . De NEN - norm geef t 
hiervoor geen pH ~vaarde aan . Sanders zegt dat de pH 9, 8 is . 
Volgens voorschrift gemaakt hee ft de buffe r echter een pH 11 , 0. 
Met 2n HCl werd de buffer op pH 9,8 ingesteld . De buffe r s met pH 
11,0 en pH 9, 8 werden vergeleken . De buffer van pH 9,8 geeft een 
betere pH tijdens de kleuring, wat o . a . een l agere blanko tot 
gevolg hee ft (ook volgens Sanders). 
3 . 3 De blankobepaling: 
Bij een te hoge blanko, wordt er een te lage fo sfataseaktivitei t 
gevonden . Daarom moet er bij een Ext >0,100 of zelfs al eerder met 
butanol uitgeschud ~·lorden . De storende kleur blijft dan in de 
wate r fase. Va n invloe d op de blanko zijn o.a. de volgende 
faktoren: 
a. Een juiste pH tijde ns de kleurreakt ie , te bereike n door ge bruik 
van de NaB02 buffer pH 9,8. 
b. De verhitting boven 85°C om de enzymreaktie te s toppen , die zo 
ko r t moge lijk mo e t zijn . 
c . De lichtintensiteit tijdens de kleurreaktie, die laag moet 
zi jn. De kleur reaktie bij voorke ur in het donker of bij gedempt 
licht laten plaa tsvinden . 
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